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 1. 背景・目的： 
 シアリダーゼは、細胞表層にある糖脂質や糖蛋白の非還元末端に位置する、酸性糖であるシアル酸を遊離す
る exo型のグリコシダーゼである。これまでに動物シアリダーゼには、遺伝子構造や細胞内局在、基質特異性
の違いから 4種（NEU1、NEU2、NEU3、NEU4）が同定されている。中でも我々は、シアル酸を含む糖脂質である
ガングリオシドを良い基質とする形質膜シアリダーゼ（ NEU3）に着目した。これまでに、
NEU3は各種のヒトがんで異常亢進することや、EGFRと免 疫沈降し、EGFR のリン酸化を上昇させることが明
らかとなっている。その一方で、NEU3 と EGFRの相互作用や NEU3による EGFRの活性化機構の詳細については
未だ明らかとなっていない。本研究では、肺癌組織や肺癌細胞株を用いて、NEU3 による EGFR シグナリングの
活性化機構を解明し、がん治療への NEU3 の標的分子としての可能性について検討を行った。 
 
2. 方法： 
a)  肺癌手術摘出標本より癌組織と非癌組織での Neu3の発現レベルを定量 RT-PCR法により比較検討した。 
手術摘出組織から総 RNAを抽出し、逆転写反応により first strand cDNAを合成し、それらを PCR反応の鋳
型として用いて、定量解析を行った。サンプル量を補正するために、 glyceraldehyde-3-phosphate 
dehydrogenase (GAPDH ) のハウスキーピングアイソフォーム mRNA を内部標準として相対定量した。 
 
b)  肺腺癌細胞株を用いて、NEU3の酵素活性を HPLC法で測定した。 
シアリダーゼ酵素活性の測定には、細胞のホモジネートを酵素源とし、酵素反応はウシ脳由来 ganglioside
を基質として加え、37 ℃、30-60分間、反応を行った。シアリダーゼ酵素反応により遊離したシアル酸を DMB 
(1, 2- diamino-4, 5- methylenedioxybenzene) 化し、HPLC により蛍光検出した。 
 
c)  Neu3遺伝子を発現させ、NEU3発現レベルによる細胞シグナル及び薬剤感受性について検討した。 
A549細胞、H1975細胞にリポフェクション法により Neu3 遺伝子を導入し、トランスフェクション後 24-48h
の細胞を用いて、MTTアッセイやコロニー形成試験を行い、NEU3 の発現レベルによる gefitinibに対する薬剤
感受性について評価を行った。また、それらの細胞について細胞内シグナルへの影響を検討した。 
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d)  肺癌細胞の内在性 NEU3のチロシンリン酸化やその上流のキナーゼについて阻害剤を用いて検討した。 
A549細胞、H1650 細胞及び H1975 細胞で EGFR の選択阻害剤（AG1478）と Srcの選択阻害剤（PP2）存在下ま
たは非存在下で培養し、その上清をサンプルとして使用した。各々の細胞と各種特異抗体で免疫沈降した後、
ウェスタンブロットによりチロシンリン酸化蛋白レベルを評価した。 
 
e)  NEU3の活性を zanamivirで阻害し、細胞運動能への影響について検討した。 
24 well plateにトランスウェル・チェンバーをセットし、トランスウェルの下室に 10% FBSを含む培地（対
照）と 10 μM gefitinib、50 μM及び 100 μM zanamivir を添加し、37 ℃、5 % CO2条件下で 24時間インキ
ュベートし、ギムザ染色した後、倒立顕微鏡を用いてフイルターの下に移動した細胞数を各 10 視野ずつカウ
ントした。 
 
3. 結果： 
ヒト肺癌組織を用いて Neu3の発現レベルを定量 RT-PCRで調べると、癌組織で有意に Neu3の mRNA と酵素活
性レベルが上昇していた。また、大変興味深いことに、肺癌細胞株では、EGFR 変異を有する細胞で NEU3 の酵
素活性も高いことがわかってきた。続いて、肺癌細胞の内在性 NEU3 のチロシンリン酸化を調べると、野生型
では EGF 刺激が加わらないと殆ど細胞内シグナルの活性化が見られないのに対し、EGFR 変異を有する細胞で
は EGF非存在下でも EGFRや NEU3 のリン酸化が亢進していた。次に、NEU3 自身のリン酸化を検証する目的で、
NEU3 のリン酸化サイトである 346 番目のチロシンをアラニンに置換した変異体を用いると、NEU3 のリン酸化
が消失し、酵素活性も殆ど無くなった。そこで、NEU3 自身がリン酸化を受ける上流のキナーゼを同定する目
的で、EGFRと Srcの阻害剤を添加すると、そのリン酸化が抑制され、酵素活性も低下した。Srcの阻害剤でリ
ン酸化の抑制がより強まることから NEU3 のリン酸化は主に Srcを介して起こることが示唆された。更に、NEU3
と EGFR の相互作用について各々のフラグメントを作製して Binding assay を行うと、EGFR の TK ドメイン近
傍で会合しているようであった。最後に、NEU3 の触媒作用を阻害する zanamivir で処理すると、活性阻害と
ともに、がん細胞の運動能が抑制された。 
 
4. 結論： 
本研究では、NEU3 と EGFR は TKドメイン近傍で相互作用し、NEU3は Src を介して自身もリン酸化を受ける
ことで活性化し EGFR シグナリングをポジティブフィードバック機構により制御していることが明らかとなっ
た。更に、NEU３発現が肺癌細胞の薬剤感受性に影響することが示唆された。 
